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研究成果の概要（和文）：本研究の実施で以下の研究成果を得た。
卵巣癌の個別化治療法を目的とした薬剤選択ツールを構築するための感受性試験を実施する過程において、腹水
検体より細胞株の樹立を試みたところ希少疾患である悪性腹膜中皮腫症例の患者腹水検体より新規細胞株を樹立
した。樹立細胞株は免疫組織化学による組織切片の蛋白発現解析から病変と同一の特性を持つことを証明した。
樹立された細胞株は2次元平面培養と生態環境に近いとされる3次元立体培養による環境の違いを模倣したうえで
ぺネトレキセドの薬剤感受性試験を実施し、培養環境と臨床状態の類似性の差異について解明した。本研究課題
で実施されたこれらの結果は論文として報告され有用な成果を得た。

研究成果の概要（英文）：This study reported a new cell line of malignant peritoneal mesothelioma 
established from ascites for the purpose of performing DSRT for ovarian cancer.
The following research results were obtained. The characteristics of the tumor tissue and 
established cell line were verified to be the same using protein expression analysis of 
immunohistochemical staining. The established cell line mimicked the difference in environment 
between two- and three-dimensional culture, which clarified that the difference in culture 
environment causes the difference response of pemetrexed agents. The results obtained from this 
research project were reported in a treatise.

研究分野： 婦人科腫瘍学

キーワード： 卵巣癌　悪性腹膜中皮腫　薬剤感受性試験

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦における卵巣癌の治療成績向上には、本邦独自の対策や治療法の確立が必要と考えドラッグリポジショニン
グ(既存薬再開発）に着目した。ドラッグリポジショニングの利点は、新規化合物を用いた新薬開発に比較して
予期せぬ副作用が出現する確率が格段に低く、臨床試験（治験）にかかる時間とコストを削減できることが挙げ
られる。難治性卵巣癌に対する個別化治療戦略の確立には新薬の開発と並行し、ドラッグリポジショニングの概
念を導入することが望ましいと考え本研究に至った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌は確立された検診手法がないうえに腹腔内臓器という特性から早期発見が困難で初診時に

進行がんで発見される場合が多く、婦人科悪性腫瘍の中では予後不良とされている。欧米では抗癌剤

感受性の高い卵巣漿液性癌が大多数を占めるのに対し、日本をはじめとした東アジアでは、白金製剤

を主体とする標準的化学療法に抵抗性を示す明細胞癌や粘液性癌の占める割合が比較的高率である。

このような背景から、卵巣癌の治療成績を向上させるには、欧米と類似の方法ではなく、本邦独自の対

策や治療法の確立が必要と考え本研究課題であるドラッグリポジショニング(既存薬再開発：drug 

repositioning)に着目した。ドラッグリポジショニングの利点は、新規化合物を用いた新薬開発に比較して

予期せぬ副作用が出現する確率が格段に低く、臨床試験（治験）にかかる時間とコストを削減できること

が挙げられる。近年のドラッグリポジショニング研究は適応を持たない抗癌剤のswitching のみならず、

経口糖尿病薬メトフォルミンを使用している卵巣癌症例は未使用の卵巣癌症例に比較して生存率が高

いことが報告されるなど生活習慣病治療薬の抗腫瘍作用も明らかとなっている。難治性卵巣癌に対す

る個別化治療戦略の確立には新薬の開発と並行し、ドラッグリポジショニングの概念を導入することが望

ましいと考え本研究に至った。 

 

２．研究の目的 

難治性卵巣癌に対しドラッグリポジショニングに基づいた治療薬剤選択ツールを開発し、さらに奏効

性の高く、副作用の低い個人の病態に適した新規治療法を確立することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

個人の病態に適した治療薬剤選択を行うため、卵巣癌症例の腫瘍細胞を含む患者腹水から個別に

細胞株として樹立された細胞または腹水中の腫瘍細胞を直接使用して薬剤感受性試験を実施し、既存

薬剤より個人に適合した奏功性の高い薬剤選択ツールの構築を行うため以下の方法を実施した。 

(1) 腹水検体からの細胞株樹立 

卵巣癌患者由来の腹水中腫瘍細胞より株化細胞の樹立を試みた。腹水検体は100Gで5分間遠心して

沈渣を回収し、市販のDulbecco’smodified Eagle’s medium/nutrient mixture F-12 mediumに再懸濁し

て10㎝シャーレに播種し５％CO2, 37℃条件下にて培養し継代を繰り返した。細胞株化の指標として細

胞継代が５－10回以上可能で、細胞継代の負荷による肉眼的に浮遊や死滅が起こらないこととした。 

(2) 既存薬剤を使った薬剤感受性と耐性試験：Drug Sensitivity and Resistance Testing （DSRT） 

すでに市販されている既存の36剤について検討を行った。細胞培養用plateに播種した当日を0日目と

し、その後1日目に薬剤を1 nM または 100 μM濃度で添加、3日目にCell viability (% control)を

adenosine-5’-triphosphate（ATP）活性をCell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assays(Promega)に

てluminescence signalをInfinite M200 Microplate Reader（TECAN)を使用して測定し、ATP活性値を検

量線グラフにて数値を導き出し５０％細胞阻害濃度とした。 

(3) 2次元平面培養（２D）と3次元立体培養（３D）の環境構築 

一般的な細胞培養法である２D平面培養と生体環境に近いとされる３D立体培養による異なる環境条件

を作成した。２D条件はCorning Flat Bottom 384 Well TC-Treated Microplates (Corning, Inc.)に、３D条

件は384-well nano-culture plates (SCIVAX Life Sciences)に1wellあたり1×104 cells/25 μL で細胞播

種し５％CO2, 37℃にて培養し環境条件を模倣した。 

 

 

 



４．研究成果 

(1) 腹水検体からの細胞株樹立 

卵巣癌 7 例の腹水検体より細胞株の樹立を試みた。6 例は細胞継代不可能または継代により細胞が死

滅した。1 例はすべての細胞が死滅したのち、半年後に単個のコロニーが形成され増殖した。そこでさ

らなるコロニーの増殖を確認した後に細胞継代

を繰り返し 10 継代以上の繰り返しが可能であっ

たことから樹立に至ったと判断した。樹立細胞

由来の腹水が採取された症例は初診時に卵巣

癌が疑われていたが、手術時摘出検体の病理

組織検索にて中皮マーカーの発現が陽性、腺

癌マーカーの発現は陰性となり、悪性腹膜中

皮腫(MPeM)と診断された（図１上段）。 

樹立した細胞株にも腫瘍組織と同様の中皮マーカーの共通発現が確認された。これより樹立細胞は

MPeM 由来であるとし KOG-1 と名称した（図１下段）。現時点で細胞は 152 継代が可能となっている。

MPeM は希少疾患であり 2020 年 1 月時点で MPeM 由来細胞株の PubMed 報告は 4 報のみであった。

また、樹立細胞の腹水採取時は、悪性胸膜中皮腫の標準治療薬である Pemetrexed（PEM）とシスプラ

チン（CDDP)併用療法中にも関わらず腹水貯留が確認され、さらに PEM 単剤に変更して追加治療施行

中にも腹水貯留が認められる状態であった。このことから腹水採取時は PEM 抵抗性と考えられた。

KOG-1 は PEM 抵抗性の腹水より樹立された MPeM 細胞株の最初の論文報告となった（Akahane T. et 

al. Human cell. 2020 vol33.272-282）。 

(2) 既存化学療法薬剤を使った薬剤感受性と耐性試験：（DSRT） 

樹立細胞株KOG-1について既存の36薬

剤のDSRTを実施した。KOG-1は3D培養

条件において選択的にPEMとSorafenib

に感受性を示した(図2)。Sorafenib（図2 

赤枠）は卵巣癌細胞株に耐性はあるもの

のMPeMに対する新規治療試薬である可

能性が示唆された。 

(3) 2 次元平面培養と 3 次元立体培養

の環境による DSRT の違い 

PEM抵抗性細胞株KOG-1の2Dおよび

3D培養条件によるPEMのDSRTを実施し

臨床条件に近い培養環境条件を比較し

た。KOG-1と同様に卵巣癌由来細胞株SKOV-3、OVCAR-3についても測定した。その結果、2Dおよび

３D培養条件の双方で卵巣癌細胞株は薬剤濃度100μM以上であっても５０％細胞阻害を示さなかった。

一方、KOG-1は２DにてIC50値0.856μMで

阻害を示し（図３ 2D）、3D培養条件下では

100μM以上でも阻害を示さなかった（図３ 

3D）。これより、PEMは悪性腹膜中皮腫の選

択薬剤であり、３D培養は臨床状態を反映し、

実臨床への応用には3D培養条件でDSRTを

実施することが適すると考えられた。 

 
（図 1）腫瘍病変の免疫組織化学染色 
中皮関連マーカーは腫瘍病変と KOG-1 に共通して陽性を示した 

 
（図３）３D 培養は KOG-1 の PEM 非感受性を示し樹立細胞株由
来の腹水採取時の臨床状態を反映していた。 

 
（図２） 
３D 培養では悪性腹膜中皮腫細胞株 KOG-1 のみに Sorafenib の薬剤感受
性が認められた。 
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